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基础 研究 
内 激素 通过 上 调 VEGF 表达 降低 大 鼠 脑 慢性 低 灌 注 诱导 的 短 血 


管 损伤 
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摘要 :目的 通过 检测 大 鼠 永 久 性 结扎 双 侧 颈 总 动脉 (BCCAO ) 后 不 同时 期 脑 微血管 的 病理 变化 以 及 生理 剂量 17-B- 雌 二 醇 (E2) 
替代 治疗 的 影响 ,探讨 E2 替代 治疗 在 慢性 低 灌 注 诱导 的 血管 性 痴呆 发 生发 展 中 的 作用 及 可 能 机 制 。 方 法 实验 动物 随机 分 为 
BCCAO 早 期 :sham(3 d),BCCAO 3 d 组 ,BCCAO 3 d+E2 组 ;BCCAO 后 晚期 :sham(3 月 ),BCCAO 3 月 和 BCCAO 3 月 并 持续 
给 予 E2 组 。 采 用 免疫 组 织 化 学 法 检测 各 组 IgG 的 渗 漏 ,电镜 技术 观察 各 组 血管 的 超 微 结构 ;Western blot 技 术 检 测 血管 内 皮 生 
长 因子 (VEGF) 的 表达 。 结 果 免疫 组 化 结果 显示 ,与 相应 sham(3 d 或 3 m) 组 相 比 ,BCCAO 后 3 d、3 m 组 皮层 和 海马 CA1 区 可 
见 大 量 损伤 的 血管 被 IgG 免疫 染色 包围 ;与 BCCAO 3 d 组 相 比 ,海马 CA1 区 BCCAO 3 mm 组 IgG 在 血管 周 于 的 染色 较 弱 ;连续 
给 予 E2 可 显著 降低 血管 IgG 的 渗 漏 。 电 镜 结果 显示 BCCAO 3 d 和 3 月 组 海马 CA1 区 血管 周围 严重 水 肿 , 血管 轻 度 扩张 及 内 皮 
细胞 超 微 结构 的 损伤 ;给 予 E2 可 显著 改善 血管 的 超 微 结 构 。Western blot 结 果 显 示 海 马 CA1 区 VEGF 的 表达 于 BCCAO 后 6h， 
1 d 显 著 增高 ,此 后 显著 降低 ,于 3 d 达 最 低 ;BCCAO 3 月 时 VEGF 水 平 较 sham(3 月 ) 组 显著 降低 ;E2 可 显著 升 高 BCCAO 后 3d 
或 3 月 海马 CA1 区 VEGF 的 表达 。 结 论 BCCAO 早 期 即 可 导致 血管 结构 损伤 ,这 种 损伤 可 持续 到 BCCAO 后 3 月 ;生理 剂量 E2 
替代 治疗 可 能 通过 上 调 VEGF 的 蛋白 表达 降低 BCCAO 诱 导 的 血管 性 痴呆 。 

关键 词 : 双 侧 颈 总 动脉 永久 结扎 ;微血管 ;IgG;VEGF;17-B- 雌 二 醇 


Estrogen decreases vascular damage induced by chronic hypoperfusion through 


upregulating VEGF expression 
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Abstract: Objective To evaluate the effect of physiological dose 17-B-estrodiol (E2) replacement therapy on vascular dementia 
caused by cerebral chronic hypoperfusion. Methods The rats with bilateral common carotid artery occlusion (BCCAO) 
received E2 treatment starting from 3 days or 3 months after the operation. IgG leakage into the brain parenchyma and the 
changes of microvascular ultrastructure following BCCAO were examined using immunohistochemistry and electron 
microscopy, respectively; Western blotting was used to detect the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) 
protein. Results Compared with the sham-operated groups, the rats at 3 days and 3 months after BCCAO showed extensive 
vascular damages surrounded by IgG immunoreactivity in both the cortical and hippocampal CA1 regions. Stronger IgG 
immunoreactivity in the hippocampal CA1 region was observed at 3 days after BCCAO than at 3 months, but no significant 
IgG leakage was found in rats with continuous E2 treatment. Electron microscopy revealed severe edema around the blood 
vessels, mild vascular dilation, and endothelial cell damages at both 3 days and 3 months after BCCAO. E2 treatment 
markedly reduced the microvascular ultrastructural damages. Western blot analysis showed a significant increase in VEGF 
expression in the CAl region at 6 h and 1 day after BCCAO followed by an obvious reduction till reaching the lowest level at 3 
days; VEGF expression remained low even at 3 months after BCCAO and was significantly increased by E2 treatment. 
Conclusions Vascular structural damage occurs early after BCCAO and can last for 3 months. E2 replacement therapy at 
physiological doses can reduce the incidence of BCCAO-induced vascular dementia by up-regulating VEGF expression. 

Key words: bilateral common carotid artery occlusion; microvessels; IgG; vascular endothelial growth factor; 17-B-estrodiol 


脑 慢 性 低 灌注 是 由 于 脑 动脉 硬化 等 引起 的 脑 动脉 ” ”狭窄 所 致 的 长 期 脑 组 织 灌注 不 足 。 虽 人 然 这 种 低 灌 注 不 
i 引起 明显 的 大 面积 梗死 ,但 大 量 研究 证 明 , 大 脑 长 期 处 
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来 临床 资料 及 研究 表明 ,女性 绝经 后 的 脑 血 管 疾病 的 患 
病 率 远 远 高 于 绝经 前 女性 以 及 同年 龄 段 的 男性 ,可 见 ， 
循环 中 雌 激 素 水 平 的 高 低 与 女性 中 枢 神经 系统 退行 性 
病变 有 着 密切 的 关系 "。 目 前 对 于 该 病 的 治疗 多 集中 
在 神经 元 保护 ,而 大 脑 微血管 损伤 的 保护 常常 被 忽视 ， 
由 于 脑 微血管 是 构成 血 脑 屏障 的 重要 组 成 部 分 ,微血管 
的 损伤 可 以 进一步 加 重 脑 损害 。 本 实验 采用 雌性 去 势 
大 鼠 BCCAO 模 型 , 旨 在 观察 大 脑 慢 性 低 灌注 早期 及 晚 
期 脑 微血管 的 损伤 情况 ,及 生理 剂量 雌 激 素 替 代 治 疗 的 


影响 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

SPF 级 健康 成 年 雌性 SD 大 鼠 , 体 质量 280~300 g， 
65 只 , 购 自 北 京华 旱 康 生物 科技 股份 有 限 公司 (许可 证 
编号 : SCXK 京 2004-0004) 。 羊 源 多 克隆 VEGF 
(sc-7133) 一 抗 、 鼠 源 单 克隆 a-tubulin(32K4827) 一 抗 、 
大 鼠 源 单 克隆 IgG (sc-2026) 一 抗 均 购 自 Santa Cruz 公 
司 ,17-B- 肉 二 醇 . 碱 磷 酶 标记 的 二 抗 均 购 自 Sigma， 
ALZET 2002 型 渗透 缓 释 有 泵 ( 绥 释 14 d);2006 型 渗透 和 
(组 释 42 d) 购 自 美国 DURECT 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 大 鼠 双 侧 卵 梨 切除 术 及 BCCAO 动物 模型 的 建立 
所 有 实验 动物 用 10% 水 合 氛 醛 (700 mg/kg) 腹 腔 麻 醇 
大 鼠 后 切除 其 双 侧 卵 人 并。 于 去 势 后 第 7 天 ,制备 
BCCAO 模 型 上 。 详 细 过 程 如 下 ,将 大 鼠 麻 醉 后 仰卧 固 
定 于 手术 台 上 , 钝 性 分 离 并 永久 性 结扎 左 侧 颈 总 动脉 ， 
间隔 1 周 时 间 以 同样 方法 结扎 右 侧 贷 总 动脉 。 肉 激素 
组 或 安 感 剂 组 于 第 一 次 颈 总 动脉 结扎 时 随即 在 颈 后 背 
部 皮下 埋 置 雌 激 素 / 安 奈 剂 缓 释 泵 。 假 手术 组 (sham 组 ) 
大 鼠 去 势 后 只 分 离 宽 总 动脉 ,但 不 结扎 。 
1.2.2 坎 激 素 泵 的 配制 方法 用 100% 酒精 配制 10 mg/mL 
一 酬 溶液 ( 肉 激 素 储备 液 ) ,然后 用 20% B-cyclodextrin 
溶液 稀释 肉 激 素 储备 液 100 倍 至 其 终 溶 度 为 0.1 ng/nL。 
取 200 kL 上 肉 二 醇 溶液 加 入 缓 释 泵 (0.5 pL/h,14 d); 取 
200 HL 肉 二 醇 深 液 加 入 缓 释 泵 (0.15 pL/h,42 d)。 
1.2.3 制作 海马 冠状 冰冻 切片 用 10% 水 合 氛 醋 将 大 鼠 
腹腔 麻醉 (700 mg/kg) ,心脏 灌注 后 取 脑 ,用 4% 多 聚 甲 
醛 后 固定 过 夜 ,30% 蔗糖 脱水 至 组 织 下 沉 ,OCT 包 埋 后 
于 -18 % 制 作 大 脑 组 织 冠 状 位 冰冻 切片 (25 pm)。 
1.2.4 免疫 组 织 化 学 染色 冰冻 切片 用 0.01 M PBS 洗 
10 minx3 次 ,0.4% Triton-PBS 打 孔 30 min,10% 马 血清 
( 含 1% HO,) 室 温 封闭 1 h, 加 入 一 抗 (1:50)4 % 孵 育 
48 h。0.1% Triton-PBS 洗 10 minx3 次 ,加 入 相对 应 的 
生物 素 化 的 二 抗 (1:200) ,室温 孵育 1 h,0.1% Triton-PBS 
漂洗 10 minx3 次 ,加 入 链 酶 亲 和 素 -生物 素 -过 氧化 物 酶 
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复合 物 , 室 温 胰 育 1 h,0.1% Triton-PBS 洗 10 minx3， 
DAB 显 色 后 用 双 莹 水 终止 显 色 ,梯度 酒精 脱水 ,二 甲 茶 
透明 ,用 中 性 树胶 封 片 , 光 镜 下 采集 图 像 。 

1.2.5 透射 电镜 样品 的 制备 参照 本 实验 室 已 建立 的 方 
法 5, 取 大 鼠 海马 组 织 1 mm’,2.5% 戊 二 醛 后 固定 4 h， 
2% 四 氧化 猎 固 定 30 min, 组 织 经 梯度 酒精 脱水 , 环 氧 树 
脂 812 浸 透 包 埋 后 ,制作 组 织 超 薄 切片 (70 nm) ,乙酸 双 
氧 铀 (30 min) 和 柠檬 酸 铅 (10 min) 复 染 ,透射 电镜 
(Hitachi-7650) 扫 描 。 

1.2.6 Western blot 大 鼠 麻 醉 后 ,低温 下 分 离 海马 组 织 ， 
迅速 移 至 液 氮 冻 存 。 制 备 海马 总 蛋白 匀 浆 液 ,BCA 法 
测定 蛋白 浓度 。100 hg 蛋白 经 7.5% SDS 聚 丙烯 凝 胶 电 
泳 分 离 后 以 湿 转 法 电 转移 至 PVDF 腊 上 ,3% BSA 封闭 
1 h, 一 抗 VEGF(1:200) .ao-tubulin(1:500)4 CC 过 夜 ， 
TBST 洗 膜 ,加 入 相应 的 碱 磷 酶 标记 的 二 抗 室温 孵育 
2 h,TBST 洗 膜 ,NBTBCIP 显 色 。 

1.2.7 统计 学 处 理 数据 以 均 数 + 标准 差 表 示 ,统计 分 析 
采用 单 因素 方差 分 析 (One way ANOVA) ,多 个 实验 组 
与 一 个 对 照 组 比较 用 最 小 显著 差 法 (LSD) ,实验 组 之 间 
比较 采用 g 检 验 (Newman-Keuls test) ,P<0.05 为 统计 学 
有 显著 差异 。 


2 结果 
2.1 BCCAO 后 微血管 渗 漏 及 E2 的 影响 

如 图 1 所 示 , 大 脑 皮质 sham(3 d/3 月 ) 和 E2 处 理 组 
IgG 染色 基本 限制 于 血管 腔 内 ,而 BCCAO 后 3 d 和 3 月 
组 IgG 大 量 渗 出 ,在 血管 周围 形成 明显 的 棕 褐 色 学 圈 ; 
在 海马 CA1 区 ,BCCAO 后 3 d 组 血管 周围 可 见 明 显 的 
IgG 阳性 染色 ,而 BCCAO 后 3 月 组 血管 周 于 IgG 阳性 染 
色 较 BCCAO3d 显 著 减 少 。 
2.2 BCCAO 后 海马 CA1 区 血管 的 超 微 结构 及 此 激素 
的 影响 

如 图 2 所 示 ,sham 3 d 组 血管 周围 无 水 肿 ,血管 壁 
光滑 , 基 膜 完整 ;BCCAO 3 d 组 血管 周围 严重 水 肿 , 血 
管 壁 薄 , 基 底 膜 溶解 .缺损 ,可 见 内 皮 细 胞 并 列 排列 , 血 
管 外 星 形 胶 质 细胞 形态 肥大 ,线粒体 岸 断 裂 , 并 可 见 较 
多 的 溶 酶 体 。Sham 3 月 除 轻 度 基底 膜 溶解 .缺损 外 ,未 见 
血管 异常 ;而 BCCAO 3 月 组 血管 周围 水 肿 虽 然 有 所 改 
善 ,但 血管 管 腔 扩张 ,内 皮 细 胞 染色 质 边 集 . 核 固 缩 ,并 
可 见 血 管 外 线粒体 贱 的 断裂 。 连 续 E2 处 理 组 (不 管 是 
短期 还 是 长 期 组 ) 血 管 周围 水 肿 消失 ,基底 膜 及 内 皮 细 
胞 超 微 结构 完整 ,逆转 了 BCCAO 导 致 的 脑 微血管 损伤 。 
各 组 皮层 微血管 的 超 微 变化 同 海 马 CAI 区 (数据 未 显示 )。 
2.3 E2 对 BCCAO 后 海马 CA1 区 VEGF 表 达 的 影响 

如 图 3Western blot 结 果 所 示 ,海马 CA1 区 VEGF 
的 表达 于 BCCAO 后 6h,1 d 显 著 增 高 ,此 后 显著 降低 ， 
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Cortex CAl Cortex CAl 
Sham 3 days BCCAO 3 months 


BCCAO 3 days BCCAO 3 months 


BCCAO+E2 3 days BCCAO+E2 3 months 


图 1 慢性 低 灌注 后 各 组 IgG 的 渗 漏 以 及 生理 剂量 雌 激 素 替 代 治 疗 的 保护 作用 


Fig.1 IgG leakage into the brain parenchyma following BCCAO and protective effect of E2 replacement therapy (Original magnification: x 
20). 


Sham 3 days BCCAO 3 days BCCAO+E2 3 days 
-i F; | 工作 = 过 


2 BCCAO 后 大 脑海 马 CA1 区 微血管 超 微 结构 的 变化 及 生理 剂量 肉 激 素 替 代 的 保护 作用 
Fig.2 Ultrastructure changes of blood vessels after BCCAO and protective effect of E2 replacement therapy. E: 
Endothelium cells, V: Vascular, A: Astrocyte, N: Neuron. 
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于 3 d 达 最 低 ,7 d 有 所 升 高 ; 男 外 ,BCCAO 后 3 月 
VEGF 和 蛋白 表达 较 sham 3 月 组 显著 降低 (P<0.05), 持 续 
给 予 E2 处 理 组 (BCCAO 3 d+ E2,BCCAO 3 月 +E2) 可 


After BCCAO 
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显著 升 高 BCCAO 后 海马 CA1l1 区 VEGF 的 蛋白 表达 
(P<0.05)。 


3 day 3 months 
1d 3 d Sh BCCAO E2 _sSh BCCAO E2 
“大 大 六 基业 。 … 放 aa 
-IUDU]in or-tubulin ortubulin CC 
B 
12 ®VEGF D mVEGF 1.0 VEGF 提 
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& 0.6 $05 0.5 
Ee 3 0.4 9 
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号 “ 2 03 30.3 
02 民 02 2 0.2 
0.1 0.1 
0.0 0.0 : Q:0= 
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After BCCAO 


3 
spam 基本 3 CCAO SY 


3 免疫 印记 法 检测 BCCAO 后 大 鼠 海马 CA1 区 VEGF 的 蛋白 表达 及 雌 激素 的 影响 

Fig.3 Western blotting results showing VEGF protein expression in the hippocampal CAl region following BCCAO and the effect of 
E2. 4-B: Time course of VEGF early after BCCAO (F=145.639, *P<0.001 vs. sham group, n=4); C-D: Effects of E2 treatment on VEGF 
protein expression at 3 days and 3 months after BCCAO, respectively (*P<0.05, *P<0.05 vs 3 days and 3 months after BCCAO). 


3 讨论 

大 鼠 双 侧 人 颈 总 动脉 永久 结扎 (BCCAO) 模 型 较 好 
的 模拟 了 0 .动脉 管 腔 狭 宗 等 引起 的 慢性 
脑 低 灌注 , 且 这 种 低 灌注 状态 可 以 维持 数 周 甚至 术 后 3 
个 月 ,进而 对 大 鼠 的 学 习 及 认 知 功能 造成 损害 ,促进 血 
管 性 痴呆 的 发 展 ,然而 其 分 子 机 制 少见 报道 。 近 年 有 研 
究 证 明 ,循环 肉 激 素 水 平 对 维持 中 枢 神 经 系统 稳 态 具有 
重要 作用 ,并 量具 激 素 在 中 枢 神 经 系统 退行 性 疾病 ,如 
中 风 由 金森 氏 病 .阿尔 茨 海 默 氏 病 等 中 发 挥 着 重要 的 
神经 元 保护 作用 ,包括 神经 营养 .学 习 、 认 知 及 记忆 功能 
的 维护 等 学 。 课 题 组 以 往 的 研究 也 证 明 雌 激素 可 以 有 
效 改善 脉络 从 的 结构 ,保护 血 脑 屏障 结构 及 功能 的 完 
整 性 ”。 本 课题 组 以 往 的 研究 证 明 长 期 给 予 生理 剂量 


激素 能 够 有 效 降低 全 脑 缺 血 ; 么 元 损伤 及 认 
知 功能 障碍 ” ,然而 其 是 否 可 以 保护 慢性 低 灌注 诱导 的 


血管 性 痴呆 及 其 分 子 机 制 ,目前 尚 无 报道 。 

脑 微血管 由 单 层 的 内 皮 细 胞 与 紧 
密 连 接 共同 构成 微血管 的 通 透 屏障 。 其 结构 及 功能 的 
完整 性 对 维持 大 脑 内 环境 稳 态 至 关 重 要 。 且 其 对 内 环 
境 改变 的 反应 十 分 敏感 "。 本 实验 透射 电镜 结果 发 现 
BCCAO 早 期 ,大脑 微血管 周围 严重 水 肿 ,而 长 期 慢性 
大 脑 低 灌注 组 血管 内 皮 细 胞 出 现 轻 度 的 凋 亡 现象 ,可 见 


持续 的 慢性 低 灌注 状态 可 引起 持续 的 损害 ,持续 生理 剂 
量 峻 激素 替代 治疗 组 脑 微血管 超 微 结构 完整 。 该 结 
证 明 慢 性 低 灌 注 早期 即 可 引起 大 脑 微血管 的 损伤 ,而 肉 
激素 可 显著 有 效 保护 大 脑 微 血管 的 结构 完整 性 

IgG 是 一 种 内 源 性 的 血清 蛋白 。 正 常生 理 情 况 下 ， 
血清 蛋白 不 能 够 透 过 血 脑 屏障 , 当 脑 组 织 中 有 外 渗 
的 血清 蛋白 存在 时 , 即 说 明 血 脑 屏 障 损伤 ,其 通 透 性 增 
加 ”。 并 且 IgG 在 脑 组 织 的 异常 积聚 会 进一步 引发 中 枢 
神经 系统 的 损伤 ”。 本 实验 中 IgG 的 染色 结果 证 明 , 在 
脑 皮层 和 海马 CA1 区 ,BCCAO 后 慢性 低 灌注 早期 (3 d) 
大 脑 微血管 通 透 性 增加 ,BBB 严 重 受 损 ;BCCAO 后 3 m 
IgG 渗 漏 较 早期 减轻 ,但 依然 可 见 血管 外 脑 组 织 IgG 
较 强 的 阳性 染色 ,生理 剂量 雌 激 素 蔡 代 治 疗 组 无 显 
著 的 IgG 渗 漏 。 因 此 ,我 们 的 结果 进一步 说 明 尽 管 大脑 微 
血管 可 能 存在 自我 修复 能 力 ,但 是 BCCAO 早 期 导致 的 
血管 损伤 可 持续 较 长 时 间 ,并 最 终 可 能 导致 痢 呆 。 从 慢 
性 低 灌注 早期 长 期 给 予 生理 剂量 雌 激 素 能 够 加 强 微 
血管 的 修复 能 力 , 有 效 改善 慢性 低 灌注 状态 下 脑 微 血 
管 的 结构 。 

VEGF 是 对 血管 形成 具有 特异 性 的 重要 生长 因子 ， 
脑 缺 血 损伤 发 生 后 ,内 皮 细 胞 ,神经 元 . 星 形 胶 质 细胞 以 
及 小 胶 质 细胞 均 可 以 分 泌 VEGF 蛋 白 ,进而 诱导 血管 修 
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复 . 再 生 过 程 中 。 本 实验 中 ,VEGF 的 表达 在 慢性 大 脑 
低 灌 注 后 早期 反应 性 增加 ,可 能 是 局 部 组 织 代 谢 以 及 功 
能 恢复 所 必须 ,因此 VEGF 的 这 种 反应 性 增加 可 能 能 够 
促进 新 生 血 管 的 生成 ,是 一 种 伤害 刺激 下 的 代 偿 反应 。 
随 着 脑 慢性 低 灌 注 的 进展 (BCCAO 3 d,BCCAO 3 my) 
VEGF 和 借 白 表达 始终 保持 在 较 低 水 平 ,而 持续 生理 剂量 
E2 处 理 能 够 显著 上 调 VEGF 的 表达 ,因此 我 们 推断 这 
可 能 是 长 期 生理 剂量 17-B- 雌 二 醇 蔡 代 治 疗 对 慢性 低 灌 
注 状态 下 大 脑 微血管 保护 作用 的 机 制 之 一 。 

总 之 ,慢性 大 脑 低 灌注 早期 就 可 以 引起 大 脑 微血管 
的 损伤 ,鉴于 微血管 在 维持 大 脑 内 环境 稳 态 中 的 重要 作 
用 ,人 们 在 关注 神经 元 保护 的 同时 也 应 该 更 加 重视 微 血 
管 的 保护 ,长 期 生理 剂量 肉 激 素 奉 代 能 够 通过 上 调 
VEGF 的 表达 有 效 改善 低 灌 注 状 态 下 微血管 的 结构 及 
功能 ,但 其 具体 机 制 仍 需 进一步 研究 。 
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